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Effect of different inducible agents on antifungal peptides of housefly larvae 


and their antifungal activity 

GAO SongP[ WU Jian-Wei!* [] FU Ping'[ ZHANG A-Mei'] DONG Xi-Changl] 1. Department of 
Parasitology[] Guiyang Medical College[] Guiyang 550004[] China[] 2. Department of Pathophysiology Nanjing 
Medical University] Nanjing 210029[] Chinal] 

Abstract[] Expression of antifungal peptides from hemolymph of housefly larvae was studied after fungal[] thermal 
and ultrasonic induction[] and the survival rates of the larvae were compared between different induction 
treatments. The peptides were isolated with Sephadex G-50 filtration and HPLCL] and their antifungal activity and 
molecular weight were detected. The results showed that the antifungal peptides in the hemolymph of larvae 
under three different induction treatments all had obvious antifungal activity to Candida albicand] strain 09U and 
Cryptococcus neoformans. The survival rates of the larvae of the fungal and thermal induction treatments were 
obviously lower than that of the controll] while that of the ultrasonic induction treatment was not obviously 
different from that of the control. The antifungal peptide purified from the peptides obtained by the thermal 
induction still showed high antifungal activity] with its molecular weight less than 14.4 kD. The results 
suggested that thermal induction was an easy and efficient method to induce antifungal peptides in housefly . 


Key words[] Musca domestical] hemolymph[] antifungal peptide[] thermal induction 
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孔 滤 膜 过 滤 后 上 高 效 液 相 色谱 仪 。 色 谱 条 件 : 色谱 
柱 Cs(150 mm x 10 mm) ,300 A 粒 径 10 pm; 流动 相 
A,0.1% TFA 水 ; 流动 相 B,0.1% TFA ZA; 检测 
波长 214 nm; 柱 温 37C; 流速 1 mL/min; 洗 脱 梯度 ， 
1~ 50 minB 液 的 百分比 从 5% 增 加 到 80% ,51 ~ 56 
min B 液 的 百分比 从 80% 增 加 到 100% ,56 ~ 61 min 
B 液 的 百分比 从 100% 降 低 到 5% 结束。 手工 收集 
各 洗 脱 峰 , 冻 干 浓缩 ,至 乙 膊 挥发 完全 后 ,加 去 离子 
水 溶解 ,检测 其 蛋白 浓度 和 抗 真菌 活性 。 其 余部 分 
冷冻 干燥 于 - 80 人 保存 备用 。 
1.2.6 热 诱导 家 蝇 幼 虫 抗 真 菌 肽 浓度 测定 : 取 加 
热 去 杂质 蛋白 后 的 免疫 血 淋 巴 初 提 液 .经 Sephadex 
G-50 柱 层 析 及 HPLC 纯化 后 的 活性 组 分 各 10 pL, HM 
A 200 uL BCA 蛋白 检测 试剂 盒 工 作 液 ; 370 H 
30 min 后 测定 OD 值 (562 nm) ,从 标准 曲线 计算 得 出 
蛋白 质 浓度 。 
1.2.7 纸 片 法 检测 抗 真 菌 肽 的 活性 : 取经 各 阶段 
凝 胶 层 析 后 的 活性 组 分 ,采用 纸 片 法 对 白 假 丝 酵 母 
菌 09 株 和 新 生 隐 球菌 作 抑 菌 试验 。 实 验 所 需 真 菌 
培养 处 理 参 考 俞 树 荣 (1997) 方 法 ,各 株 真 菌 先 接种 
于 沙 氏 培养 基 ,28% 温 箱 中 培养 12 h 后 挑 取 适 量 菌 
落 混 悬 于 5 mL Millipore 纯 水 中 , 混 匀 后 用 分 光 光 度 
计 在 530 nm 下 校正 浊 度 至 0.5 ER h REER HE (OD, 
值 为 0.02 ~ 0.03) ,使 菌 液 中 的 相对 菌 浓度 为 2 x 10° 
~3x10'/mL, 用 棉 拭 子 将 菌 悬 液 均匀 涂 布 于 沙 氏 培 
养 基 上 。 之 后 参照 WHO(1997) 资 料 ,将 浸 有 样品 的 
滤纸 片 ( 直 径 为 6 mm, 含 5 pL 样品 ) 置 于 涂 布 菌 甚 
液 的 培养 基 上 ,28% 培养 24 ~ 48 h 观察 抑 菌 活性 。 
以 浸 有 5 uL 抗 真菌 药物 酮 康 唑 (1 mg/mL) 的 滤纸 片 
为 阳性 对 照 。 
1.2.8 SDS-PAGE: 采用 不 连续 体系 ( Sambrook et 
al. ,1996) ,浓缩 胶 浓 度 5% ,分 离 胶 浓 度 12% ,20 mA 
恒 流 电泳 至 指示 剂 至 胶 底 时 结束 , 考 马 斯 亮 蓝 R- 
250 染色 。 
1.3 数据 统计 与 分 析 

实验 数据 采用 SPSS11.0 统计 软件 包 和 
Excel2000 进行 统计 分 析 。 采 用 7 检验 和 方差 检验 ， 
当 P<0.05 认为 有 统计 学 意义 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 三 种 诱导 方法 所 得 家 蝇 幼 虫 血 淋巴 初 提 液 的 
蛋白 浓度 及 其 抑 真 菌 效 果 
真菌 诱导 ,超声 诱导 和 热 诱导 所 得 家 蝇 幼 虫 血 


淋巴 初 提 液 的 蛋白 浓度 依次 为 8.25 mg/mL, 
6.80 mg/mL 和 5.49 mg/mL. 

用 白 假 丝 酵 母 菌 氟 康 唑 敏感 株 (09) 和 新 生 隐 球 
菌 进行 抑 菌 实验 ,所 用 样品 均 为 家 蝇 幼 虫 血 淋 巴 初 
提 液 (每 组 10 例 ,m =80)。7 检验 结果 显示 : 3 种 诱 
导 方 法 诱导 后 家 蝇 幼虫 血 淋 巴 初 提 液 与 空白 对 照相 
比 均 表 现 出 抗 真菌 活性 (P <0.05)( 图 1); 方差 检 
验 结果 表明 3 种 诱导 方法 相互 之 间 其 抑 菌 圈 直 径 大 
小 没有 显著 差别 (P > 0.05)( 表 1)。 热 诱导 后 家 蝇 
幼虫 血 淋 巴 初 提 液 抗 真菌 肽 活性 检测 结果 如 图 2 
所 示 。 

Hl 3 种 诱导 方法 处 理 后 家 蝇 幼 虫 血 淋 巴 
初 提 液 的 抗 真菌 活性 


Table 1 Antifungal activity of hemolymph extracts of Musca 
domestica larvae treated with three induction method 








= 抑 菌 圈 直 径 (mm) 

诱导 方法 Diameter of antibacterial cycle 

Induction 

method 白 假 丝 酵母 菌 (09 株 ) 新 生 隐 球 菌 
Candida albicans Cryptococcus neoformans 

未 诱导 (对 照 ) 
Blank (CK) ae 04003% 
bi 7.88+ 上 0.66 a 10.51+ 上 0.63 a 
näitä 8.03 +0.69 a 10.03 + 0.58 a 
热 诱导 7.90+ 上 0.58 a 11.06+ 上 0.85 a 


Thermal induction 

TE: 表 中 数据 为 10 次 重复 的 平均 值 + 标准 差 。 同 列 数据 后 标 有 不 
同 字母 者 表示 经 Duncan 氏 新 复 极 差 测 验 在 Po 水 平 上 差异 显著 。 
Notes: Data are given as mean + SD from 10 duplications. Data within a 
column followed by different letters show significant difference at Po os by 
Duncan’ s multiple range test 





图 1 不 同 诱导 方法 处 理 后 家 蝇 幼 虫 血 淋 巴 初 提 液 
对 白 假 丝 酵母 菌 (09) 的 抑 菌 活性 
Fig. 1 Antifungal activity of hemolymph extracts from 
housefly larvae treated with different induction 
methods against Candida albicans 


0: 未 诱导 Blank; 1: 真 阔 诱导 Fungal induction; 2: 超声 诱导 
Ultrasonic induction; 3: 24 i# 5 Thermal induction; C: 阳性 对 照 


Positive control . 
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图 2 热 诱 导 后 家 蝇 幼虫 血 淋 巴 初 提 液 的 
抑 菌 活性 ( 白 假 丝 酵母 菌 09 株 ) 
Fig. 2 Antifungal activity of hemolymph extracts from 
housefly larvae treated with the thermal induction 
method after primary purification against Candida albicans 
C: 阳性 对 照 Positive control. 
2.2 3 种 诱导 方法 诱导 后 24 h 家 蝇 幼 虫 的 存活 率 
真菌 诱导 、 超 声 诱导 和 热 诱导 后 24 h 家 蝇 幼 虫 
的 平均 存活 率 分 别 约 为 67.2% 86.3% 和 82.7% 。 
7 检验 结果 显示 ,真菌 诱导 组 和 热 诱导 组 与 对 照 组 
相 比 有 明显 差别 (P < 0.05); 超声 诱导 组 与 对 照 组 
相 比 无 明显 差别 (P >0.05)( 表 2)。 
2.3 热 诱导 家 蝇 3 龄 幼虫 产生 的 抗 真菌 肽 及 其 分 
离 纯 化 和 抗菌 活性 
2.3.1 热 诱 导 后 家 蝇 幼虫 抗 真菌 肽 的 分 离 纯化 : 纯 


few wee 
0.200 


0.175 
0.150 
0.125 


AU 


0.075 


0.060 





表 2 3 种 诱导 方法 诱导 后 24 h 家 蝇 幼 虫 的 存活 率 
Table 2 Survival rates of housefly larvae at 24 h 
after treatments with three induction methods 


幼虫 存活 率 (% ) 
诱导 方法 Survival rate of larvae 
Induction method 
Xt FRA Blank 诱导 组 Inducement 
真菌 诱导 
Fungal inducti 88.8+5.14 a 67.2+6.63b 
超声 诱导 
Ul ie tunes 90.5+5.40 a 86.3 +6.95 a 
akaki 3 z 95.4 +3.03 a 82.7 +4.27 b 


注 : 表 中 数据 为 10 次 重复 的 平均 值 + 标准 差 。 同 行 数据 后 标 有 不 
同 字母 者 表示 经 Duncan 氏 新 复 极 差 测验 在 Po 水 平 上 差异 显著 。 
Notes: Data are given as mean + SD from 10 duplications. Data within a row 
followed by different letters show significant difference at Po.os by Duncan’ s 
multiple range test. 


化 热 诱 导 后 幼虫 血 淋 巴 初 提 液 的 洗 脱 曲线 见 图 3。 
Sephadex G-50 层 析 后 ,检测 对 新 生 隐 球菌 的 抑 菌 活 
性 ,结果 显示 峰 焉 的 抑 菌 圈 直 径 约 16 mm, NV Ai 
菌 圈 直 径 约 12 mm( 图 4) 。 
2.3.2 高 效 液 相 分 离 纯 化 Sephadex G-50 层 析 后 抑 
真菌 活性 最 好 的 蛋白 峰 : 从 图 5 可 以 看 出 RAD 
虫 血 淋 巴 初 提 液 经 Sephadex G-50 凝 胶 柱 层 析 后 成 
分 大 为 减少 , 除 掉 了 大 部 分 杂 蛋 白 ,主要 成 分 保留 在 
23 min 左右 的 色谱 峰 ( 图 5: 剪 头 指示 )。 

高 效 液 相 色谱 分 离 后 家 蝇 幼虫 血 淋 巴 初 提 液 活 
性 样品 对 白 假 丝 酵母 菌 09 株 的 抑 菌 活性 见 图 6。 


2.00 
1.75 
1.50 
1.25 


1.00 
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0.75 


0.50 


0.25 


洗 脱 时 间 Elution time (min) 


3 214 nm(A) 和 280 nm(B) 双 波长 检测 Sephadex G-50 柱 层 析 纯 化 热 诱导 
家 蝇 幼虫 血 淋 巴 初 提 液 的 蛋白 浓度 曲线 
Fig. 3 214 nm (A) and 280 nm (B) two-wavelength analysis of hemolymph extracts from housefly 
larvae treated with thermal induction method by Sephadex G-50 chromatography 
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图 4 Ss G-50 层 析 后 检测 抗 真 菌 肽 
生 隐 球菌 的 抑 菌 活性 
Fig. 4 gee activity test of antifungal peptide 
after Sephadex G-50 chromatography 


against Cryptococcus neoformans 
I ~ V: HAM Peak of protein; C: 阳性 对 照 Positive control. 


1 500 


A 


响应 值 Response (mAU) 
3 


两 纸 片 所 浸润 样品 均 为 HPLC 23 min 处 收集 到 的 活 
性 峰 , 抑 菌 圈 直 径 约 10 mm。 图 6 为 抑 菌 圈 局 部 放 
大 (放大 2 倍 ) ,中 间 部 分 为 阳性 对 照 的 抑 菌 圈 边 缘 。 
2.3.3 SDS-PAGE: 经 过 反 相 HPLC 分 离 后 的 电泳 
结果 清晰 表明 : 在 经 过 上 述 凝 胶 层 析 和 高 效 液 相 分 
离 纯 化 后 所 得 到 的 蛋白 质 分 子 量 均 在 14.4 kD 以 
下 ,电泳 条 带 中 只 保留 了 色谱 图 中 在 23 min 左右 有 
活性 的 蛋白 峰 ( 图 7: 1)。 

2.3.4 热 诱 导 家 蝇 幼 虫 抗 真 菌 肽 浓度 测定 : 取经 
各 阶段 凝 胶 层 析 后 的 活性 组 分 ,蛋白 试剂 盒 测 定 抗 
真菌 肽 浓度 。 根 据 0D;s, 值 计算 蛋白 浓度 ( 表 3)。 

多 次 重复 实验 结果 表明 : 热 诱导 家 蝇 幼 虫 产生 
抗 真菌 肽 是 一 种 方便 ` 有效 的 诱导 方法 。 热 诱导 可 
以 提高 实验 室 制 备 抗 真菌 肽 的 效率 。 在 分 离 纯 化 的 
过 程 中 ,虽然 总 蛋白 浓度 逐渐 降低 ,但 是 有 效 抗 真菌 


40 60 


保留 时 间 Retention time (min) 


图 5 Sephadex G-50 凝 胶 柱 层 析 后 活性 样品 的 反 相 HPLC 色谱 图 
Fig. 5 Reverse phase HPLC analysis of active sample after Sephadex G-50 chromatography 





6 经 HPLC 分 离 后 的 活性 样品 对 白 假 丝 酵母 菌 09 株 的 抗菌 活性 
Fig. 6 Antifungal activity test of antifungal protein after HPLC against Candida albicans (strain 09) 
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Fig. 7 SDS-PAGE analysis of active sample 
after reverse phase HPLC 
MOO OO0000 0 Protein molecular weight marker 10 0 O 
Sample. 
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Table 3 Protein concentrations in induced hemolymph before 
and after different treatment of isolation 
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